Mill 



© BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAIMD 




® Offenlegungsschrift 
DE 197 23 873 A1 



DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKEIMAMT 



@ Aktenzeichen: 

@ Anmeldetag: 

(43) Offenlegungstag: 



197 23 873.4 
6. 6.97 
10. 12. 98 



II Hi II 111 II ut II III II III II 111 II III II III II 111 lit II II in I m 

D? 

© Int. CI. 6 : ^ 

G01 P 13/00 

G 01 P 3/80 «- 
G 01 P 3/68 
G 01 N 33/483 £ 
TjTJ 'I H IJ/U4" 



re 

oc 

re 
in- 
r» 
a 

u. 
C 



(71) Anmelcler: 


(72) Erfinder: 


EVOTEC BioSystems GmbH, 22529 Hamburg, DE 


Fuhr, Gunter, Prof.Dr., 13127 Berlin, DE; Schneile, 




Thomas, Dr., 10243 Berlin, DE; Glasser, Henning, 


(74) Vertreter: 


Dr., 10245 Berlin, DE 


v. Bezold & Sozien, 80333 Miinchen 


(§>) Entgegenhaltungen: 




DE 1 95 02 993 Al 




DE 44 27 820 Al 




DE 35 39 783 Al 




DE 31 10 828 Al 




US 55 32 814 




US 41 62 509 




Meas. Scl Technol. Vol. 7 (1996), S.1 148-1 152; 




tm-Tech. Messen, Vol. 61 (1994), S: 33-39; 




Meas. Sci. TechnoL, Vol. 6 (1995), S. 507-514; 



Die folgenden Angaben sind den vom An me Id er eingereichten U liter la gen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren und Vorrichtung zur Erfassung von Objektbewegungen 

@ Die periodische Bewegung eines mikroskopisch klei- 
nen Objekts wird erfalSt, indem eine vergroSerte Abbil- 
dung des Objekts erzeugt und mit einem Detektormittel 
ein Teilbereich des Objekts erfaSt wird. Das Detektormit- 
tel stetlt ein Detektorsignal be re it, dessen Zeitabhangig- 
keit charakteristisch fur die Zeitabhangigkeit der Objekt- 
bewegung ist. Das Detektorsignal wird digitalisiert und ei- 
ner Fourier- und/oder Korrelationsanalyse unterzogen. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vonichtung 
zur automatischen Bewegungserfassung an mikroskopisch 
kleinen Teilchen, insbesondere zur Messung der Geschwin- 
digkeit von Rotationen oder zumindest teilweise peri- 
odischen transversalen Bewegungen derartiger Teilchen, 
wie z. B. zur Messung von Rotations- und Oszillarionsbe- 
wegungen biologischer Zellen oder biologischer Zellbe- 
standteile in waBrigen Suspensionen. 

Zur Charakterisierung von Mikroobjekten (wie z. B. Lat- 
expartikel, lebende Zellen usw.), die in Flussigkeit suspen- 
diert sind, werden charakteristische Objektbewegungen ver- 
wendet, die uber elektrische Rotations- und Wechselfelder 
induzieit werden (Ubersicht in U. Zimmermann et al. "Elec- 
tro-manipulation of Cells" CRC Press Inc., 1996). Die Ob- 
jektbewegung kann beispielsweise eine Rotation oder eine 
Oszillation auf einer geradlinigen oder gekruxnmten Bewe- 
gungsbahn sein. Aus den Bewegungseigenschaften (z. B. 
Geschwindigkeit, Auslenkung aus einer Gleichgewichts- 
lage) kann auf passive elektrische Eigenschaften derbeweg- 
ten Objekte geschlossen werden. Charakteristische Oszilla- 
tionsgeschwindigkeiten der Objekte liegen im Bereich von 
100 Umdrehungen (oder Schwingungen) pro Sekunde bis zu 
1 Umdrehung (oder Schwingung) pro Minute, typischer- 
weise unterhalb von 1 Umdrehung oder Schwingung pro Se- 
kunde. 

Die Objektrotation verhalt sich proportional zum Imagi- 
narteil des Clausius-Mosotti-Faktors, wahrend die oszillato- 
. rische Bewegung in- einem inhomogenen Wechselfeld dem 
Realteil dieses Faktors entspricht (s. T. B Johns "Elektrome- 
chanics of Particles" Cambridge University Press, Cam- 
bridge, 1995). 

Die Erfassung passivcr clcktrischcr Eigenschaften biolo- 
gischer Objekte hat sich in der Biologic und Medizin als 
hochauflosendes Untersuchungsvcrfahren erwiesen, das mit 
Impedanzmessungen vergleichbar ist. Nachteilig ist jedoch, 
daB die Rotation oder transversale Bewegung eines Objek- 
tes bislang entweder durch visuelle Beobachtung oder durch 
aufwendige technische Verfahren bestimmt werden mufi. 
Femer ist es bislang unmoglich, sowohl den Imaginar- als 
auch den Realteil des Clausius-Mosotti-Faktors an einzel- 
nen Mikroobjekten automatisch zu erfassen. Dies ware je- 
doch insbesondere bei kompliziert aufgebauten Objekten 
von Bedeutung, da die Real- und Imaginar-Teile mit der 
Kramers -Kronig-Beziehung ineinander uberfiihrbar sind, so 
daB eine Kontrolle der MeBwerte bzw. der verwendeten Mo- 
delle moglich ware. Ein weiterer Nachteil ist, das mit der di- 
rekten (visuellen) Beobachtung nur relativ langsame Bewe- 
gungen geniigend genau meBbar sind (langsamer als 1 Um- 
drehung pro Sekunde) 

Automatische Rotauonsmessungen sind z. B. aus DE- 
OS 33 25 843 oder DD-WP 2 81 223 (1986) bekannt. Bei 
dieser Messung werden elektrische Wechselfelder zur Indu- 
zierung unterschiedlicher Drehrichtungen appliziert. Die 
Anschaltzeiten werden so lange variiert, bis das Objekt still 
steht. Diese Methodc ist wegen des Steuer- und Zeitaufwan- 
des und wegen der Notwendigkeit nachteilig, daB der Ob- 
jektstillstand durch visuelle Beobachtung bestimmt werden 
muBte. 

Es ist ferner allgemein bekannt, die Bewegung komplex 
strukturierter Objekte mit Bildverarbeitungssystcmen zu er- 
fassen. Mikroskopische Objektbilder werden in zeitlicher 
Folge aufgenommen, gespeichert und uber eine Raum- 
Transformation einer Vielzahl von Bildpunkten zur Bewe- 
gungsrekonstruktion bearbeitet. Dies ist nachteilig, da eine 
hohe Informationsdichte zu verarbeilen ist, was die Rech- 
nerverarbeitung langwierig und aufwendig gcstaltet. Zusatz- 



liche Probleme treten bei Veranderungen der Objektstruktur 
wahrend der Messung auf, falls sich z. B. die Fokusebene 
verlagert oder falls die Objekte einen schwachen Kontrast 
besitzen. 

5 Von J. Gimsa et al. ("Electro-rotation of Particles by Dy- 
namic Light Scattering — A new dielectric spectroscopy 
technique", Colloids and Surfaces A; Band 98, S. 423 ff., 
1995) wird eine automatische Bewegungsmessung unter 
Verwendung der dynamischen Lichtstreuung beschrieben. 

10 Dieses Verfahren ist jedoch in seiner Anwendbarkeit be- 
schrankt, da es nicht an einzelnen Objekten einsetzbar ist, 
sondefn lediglich Mittelwerte uber eine Vielzahl von Parti- 
keln hefert, die sich in einem MeBstrahl be linden. In der Re- 
gel handelt es sich dabei mindestens urn 100 Partikel. 

15 Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein verbessertes Verfah- 
ren zur Bewegungserfassung an mikroskopisch kleinen Ob- 
jekten anzugeben, mit dem insbesondere eine schnelle und 
automatisierbare Bewegungsmessung selbst an einzelnen 
Teilchen ermdglicht wird und das einen erweiterten Anwen- 

20 dungsbereich besitzt. Mit dem Verfahren sollen beliebige 
periodische Bewegungen, insbesondere sowohl Rotations- 
als auch OsziUationsbewegungen erfafit werden. Aufgabe 
der Erfindung ist es ferner, eine Vorrichtung zur Implemen- 
tierung des Verfahrens anzugeben. 

25 Die Aufgabe der Erfindung wird durch ein Verfahren und 
eine Vorrichtung mit den Merkmalen entsprechend den Pa- 
tentanspruchen 1 bzw. 10 gelost. Vorteilhafte Ausfuhrungs- 
formen der Erfindung ergeben sich aus den abhangigen An- 
spriichen. 

. 30 _ Die Erfindung beruht auf. der Idee, mit mindestens einem 
Detektormittel eine Abbildung des zu untersuchenden, be- 
wegten Objekts zu erfassen, ein Detektorsignal des Detek- 
tormittels iiber mehrere Objektdrehungen oder -oszillatio- 
nen aufzunehmen und einer Fourier- und/oder Korrelations- 

35 analyse zu unterziehen. Mit dem Detektormittel wird vor- 
zugsweise ein Teil des Objektbildes erfaBt. Die Fourier- und 
Korrelationsanalyse erfolgt nach an sich bekannten, her- 
kommlichen Algorithmen und wird daher hier im einzelnen 
nicht beschrieben. Die Analyse liefert die Frequenz der Ob- 

40 jektrotation oder -oszillation und ganzzahlige Vielfache von 
dieser. Aus der AmpHtude und Frequenz der Analysensi- 
gnale kann auf die tatsachliche Partikelbewegung riickge- 
schlossen werden. 

Werden zwei oder mehrere Detektormittel zu Teilbilder- 

45 fassung verwendet, so kann aus der Phasenverschiebung der 
Korrelationssignale die Bewegungsrichtung (der Rotation 
oder Translation) erfaBt werden. Der Einsatz mehrerer De- 
tektormittel ist jedoch nicht zwingend erforderhch. Viel- 
mehr ist es auch moglich, die Objektbewegung mit einem 

50 einzelnen Detektormittel zu erfassen. 

Eine erfindungsgemaBe Vorrichtung umfaBt Abbildungs- 
mittel zur Erzeugung eines vergroBerten Objektbildes, min- 
destens ein Detektormittel, das dazu eingerichtet ist, einen 
Teilbereich des Objektbildes zu erfassen, und Signalbear- 

55 beitungs- und Rechenmittel. Die Abbildungsmittel sind vor- 
zugsweise in den Strahlengang eines Mikroskops integriert 
oder werden durch ein mit einem Mikroskop gekoppeltes 
Anzeigemittel gebildet. 

Die erfindungsgemaBe Bewegungserfassung besitzt den 

60 Vorteil, daB eine relativ geringe Anzahl serieller MeBwerte 
erfaBt, gespeichert und verarbeitet wird. Eine Muster- oder 
Bilderkennung ist nicht erforderhch, so daB die zu verarbei- 
tende Informationsdichte stark reduziert ist. Aufgrund der 
geringen Datenmengen lassen sich die Fourier- und Korrela- 

65 tionsanalysen schnell und mit hoher Genauigkeit ausfuhren. 
Die Objektbewegung kann in Echtzeit erfaBt werden. Mil 
der Erfindung konnen die bisherigen Beobachtungsgrenzen 
iiberwunden werden. So ist erfindungsgemaB die Erfassung 
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von bisher nicht auflosbaren Partikelbewegungen mit Fre- 
quenzen unterhalb von 2 Schwingungen pro Sekunde erfaB- 
bar. 

Die erfindungsgemaBe Bewegungserfassung ist leicht au- 
tomatisierbar. Es lassen sich ohne weiteres einzelne Objekte 5 
oder simultan eine Vielzahl von Objekten beobachten. 

Eine bevorzugte Verwendung der Erfindung ist die Er- 
mittlung passiver elektrischer Eigenschaften biologischer 
Objekte, die in einem Feldkafig mittels negativer Dielektro- 
phorese angeordnet und durch Anlegen rotierender elektri- 10 
-scher oder sich periodisch andernder Wechselfelder in ei- 
nem schwebenden Zustand in die jeweilige Bewegung ver- 
setzt werden. 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden 
im folgenden in Bezug auf die beigefugten Zeichnungen be- 15 
schiieben. 

Es zeigen: 

Fig. 1 eine Blockdarstellung einer Ausfuhningsform ei- 
ner erfindungsgemaBen Meflanordnung; 

Fig. 2 Beispiele mikroskopischer Abbildungen von biolo- 20 
gischen Zellen; 

Fig. 3 Kurvendarstellungen der Signalverlaufe bei der er- 
findungsgemaBen Erfassung der Rotation eines syntheti- 
schen Objekts; 

Fig. 4 Kurvendarstellungen der Signalverlaufe bei der er- 25 
findungsgemaBen Erfassung der Rotation eines Lymphozy- 
ten; 

Fig. 5 Kurvendarstellung der Signalverlaufe bei der erfin- 
dungsgemaBen Erfassung der Rotation eines Pollenkornes; 

Fig. 6 eine Kurvendarstellung zur Illustration von Vortei- 30 
len der erfindungsgemaBen Bewegungserfassung; und 

Fig. 7 weitere Kurvendarstellungen der Signalverlaufe 
bei der erfindungsgemaBen Erfassung der Rotation eines 
synthetischen Objekts. 

Im folgenden wird die Erfindung am Beispiel der Rotati- 35 
onsmessung an synthetischen oder biologischen Objekten, 
die mit einer Mikroelektrcdenancrdnung manipuliert und 
mit einem lichtmikroskop beobachtet werden, beispielhaft 
beschrieben. Die Erfindung ist jedoch in gleicher Weise bei 
der Erfassung von periodischen Translationsbewegungen 4C 
auf geraden oder gekriimmten Teilchenbahnen oder von pe- 
riodischen Schwenkbewegungen (Drehung mit Richtungs- 
umkehr) einsetzbar. AuBerdem ist die Realisierung der Er- 
findung nicht an die Kombination mit Mikroelektrodenan- 
ordnungen und Mikroskopbeobachtungen gebunden, son- 45 
dern allgemein bei der Bewegungserfassung beliebiger Ob- 
jekte anwendbar. 

Eine erfindungsgemaBe Vorrichtung enthalt entsprechend 
der schematischen Ubersicht gemaB Fig. 1 eine Elektroden- 
anordnung 12 zur Bildung eines Mikrofeldkafigs, in dem ein 50 
mikroskopisch kleines Objekt 11 (GroBe ungefahr 500 urn 
oder geringer) in eine periodische Bewegung (Rotation oder 
transversale Oszillation) versetzt wird. Die Abbildungsmit- 
tel umfassen beim dargestellten Beispiel ein Lichtmikro- 
skop 13 mit einer elektronischen Bilderfassung (Videoka- 55 
mera 14), gegcbenenfalls einem simultan bctriebenen Vi- 
deorecorder 15, einem Videosignalkonverter 16 und einem 
Anzeigemittel (z. B. Bildschirm oder Monitor 17). Mit die- 
ser Anordnung ist ein Abbild des beobachteten Objekts 11 
(z. B. biologische Zelle, synthetischer Partikel) zum Bei- 60 
spiel in Auflicht- oder Durchlichtdarstelluhg auf dem Moni- 
tor 17 darstellbar. Der Videosignalkonverter 16 kann eine 
Schaltungsanordnung zur Bildbearbeitung, zum Beispiel fur 
eine Falschfarbendarstellung oder eine Kontrasterhohung, 
enthalten. 65 

Die Abbildungsmittel (13-17) konnen ersatzweise durch 
eine Anordnung zur vergroBerten Abbildung des Objekts 
auf einen Bereich gebildet werden, in dem sich das oder die 
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Detektormittel befinden. Das Objekt kann beispielsweise 
mit einer geeigneten Optik ganz oder teilweise direkt auf das 
Detektormittel (z. B. eine CCD-Matrix oder Zeile) abgebil- 
det werden. 

Es ist auch moglich, einen CCD-Detektor im Strahlen- 
gang eines Mikroskops anzuordnen und einen Teil des mi- 
kroskopischen Bildes auf den Detektor zu projizieren. 

Zur Realisierung der Erfindung ist es erforderlich, daB das 
Detektormittel zur Aufnahme eines Lichtsignals eingerich- 
tet ist, das sich entsprechend der periodischen Objektbewe- 
gung verandert. Wegen der in der Regel integrierenden Wir- 
kung von Photodetektoren wird daher vorzugsweise nicht 
das Gesamtbild des Objektes, sondern nur ein Teilbereich 
von diesem aufgenommen. Der Teilbereich ist vorzugsweise 
wesentlich kleiner als 50% der abgebildeten Objektfiache. 
Es ist jedoch in speziellen Fallen auch moglich, das Gesamt- 
bild des Objektes zu erfassen, falls sich dieses mit der peri- 
odischen Bewegung selbst periodisch andert. Dies ist bei- 
spielsweise der Fall, wenn bei einer translatorischen Oszil- 
lation nur ein Teil der Bewegungsbahn beleuchtet oder bei 
besonderen Objektformen und geeigneier Beleuchtungs- 
richtung wahrend der Rotation eine periodische Reflektivi- 
tatsanderung des Objekts stattfindet. 

Um die allgemein am breitesten anwendbare und bevor- 
zugte Ausfuhrungsform der Aufnahme nur eines Teiiberei- 
ches des bewegten Cbjekts mit Detektormitteln zu realisie- 
ren, wird das MaB der BildvergroBerung an die GroBe des 
beobachteten Objektes und die GroBe der lichtempfindli- 
chen Hache des Detektormittels angepaBt. Daher muB der 
AbbildungsmaBstab .nicht unbedingt ein visuell gut beob- 
achtbares Abbild ergeben. Dies ist insbesondere zur Imple- 
mentierung der Erfindung in automatisierten Systemen von 
Bedeutung. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung enthalt gemaB Fig. 1 
ferner Detektormittel zur Aufnahme eines Teilbereiches des 
abgebildeten Objekts. Das Detektormittel umfaBt minde- 
stens ein Photoelement 18 (Photowiderstand, Photodiode, 
Phototransistor, CCD-Detektor oder ahnliches), das unmit- 
telbar auf der Bildschirmflache des Monitors 17 angebracht 
ist. Das oder die Photoelemente werden einfach auf dem 
Bildschirm mit geeigneten Haftmitteln befestigt. 

Es ist moglich, nur ein Photoelement zur Erfassung eines 
Teilbereiches des beobachteten Objekts anzubringen. Alter- 
nativ ist es moglich, mit Abstand von dem ersten Photoele- 
ment ein zweites Photoelement zur Erfassung eines Teilbe- 
reiches des Objekts anzubringen, um eine Information uber 
die Bewegungsrichtung des Objektes zu erhalten (s. unten). 
SchlieBlich ist es zur Erhohung des Signal-Rausch-Abstan- 
des moglich, zusatzlich ein weiteres Photoelement zur Auf- 
nahme des Bildhintergrundes vorzusehen, wodurch das Hin- 
tergrundrauschen bei der Signalverarbeitung beriicksichtigt 
werden kann. 

Das Signal des Detektormittels wird mit einem Signal- 
konverter 19 entsprechend einer MeBfrequenz digitalisiert 
und uber eine Schnittstelle 110 einem Steuerrechner 111 zu- 
gefuhrt. Der Steuerrechner 111 ist insbesondere zur Reali- 
sierung der Standardprozeduren der Bildung der Fourier- 
Transformierten und/oder der Autokorrelationsfunktion ein- 
gerichtet. 

Um die passiven elektrischen Eigenschaften biologischer 
Objekte durch Aufnahme vollstandiger Bewegungsspektren 
(z. B. Bewegungsresponse des Objektes in Abhangigkeit 
von der Frequenz rotierender elektrischer Felder im Mikro- 
feldkafig)zu erfassen, ist es gemaB einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform der Erfindung zweckmaBig, den Steuerrech- 
ner 111 mit einem Hochfrequenzgenerator 112 zu verbin- 
den. Die Generatorausgangssignale des Hdchfrequenzgene- 
rators 112 sind zur Ansteuerung der Elektroden der Mikro- 
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elektrodenanordnung 12 vorgesehen. Zur Gewinnung voll- 
standiger Spektren wird die Frequenz, Amplitude und/oder 
Phasenlage des Generatorausgangssignale durch den Steu- 
errechner 111 in Abhangigkeit von den erfaBten Bewe- 
gungsmerkmalen des beobachteten Objekts variiert. 5 

Die Implementierung des erfindungsgemaflen Verfahrens 
mit einer Vonichtung gemaB Fig. 1 erfolgt derart, daB das 
Objekt 11 auf dem Monitor 17 vergrofiert dargestellt und das 
Detektormittel zur Erfassung eines Teilbereichs des Objekts 
auf dem B ildschirm installiert wird. B ei geeigneter Ansteue- l o 
rung der Mikroelektrodenanordnung setzt sich das Objekt 
11 in Rotation. Durch den Vorbeitritt des Objekts an dem 
vom Detektormittel erfaBten Teilbereich werden aufgrund 
von Kontrastschwankungen auf der Objektoberflache Hel- 
ligkeitsunterschiede erfaBt, Dementsprechend zeigen die 15 
elektrischen Detektorsignale eine Zeitabhangigkeit, die cha- 
rakteristiscb fur die Zeitabhangigkeit der jperiodischen Ob- 
jektbewegung ist Die Detektorsignale werden digitalisiert, 
gegebenenfalls zwischengespeichert und einer Auswer- 
tungsanalyse unterzogen. Die Auswertungsanalyse umfaBt 20 
eine Fourier-Analyse und/oder eine Autokorrelationsana- 
lyse. 

Fig. 2 zeigt zwei Abbildungen einer mikroskopisch ver- 
groBerten Zelle 21 mit erfindungsgemaB angebrachten Pho- 
toelementen 22, 23 und 24 des Detektormittels. GemaB der 25 
oberen Abbildung (A) sind zwei MeBphotoelemente 22, 23 
angebracht, die jeweils ein Teilbereich der Zelle 21 erfassen. 
Das Referenz-Photoelement 24 ist neben dem Zellbild ange- 
bracht und dient der Erfassung des Hintergrundrauschens. 
Zeigt das abgebildete Objekt wie die Zeile 21 nur geringe 30 
Strukturen (kleine Helligkeitsunterschiede, geringer Kon- 
trast bzw. geringe Brechungsunterschiede) so wird erfin- 
dungsgemaB eine Bildkontrasuerung vorgenommen. Die 
Bildkontrastierung kann auf optischem Weg durch Verande- 
rung der Objektbeleuchtung am Mikroskop oder auf elektro- 35 
nischem Weg durch eine Signalkontrastierung nach elektro- 
nischer Videosignalbearbeitung erzielt werden. 

Das untere Bild (B) von Fig. 2 zeigt die Wirkung einer 
elektronischen Signalkonirastierung an der 2telle 21 gemaB 
BildA. Es ist erkennbar, daB die Helligkeitsunterschiede auf 40 
dem Objektabbild vergroBert und somit groBere Detektorsi- 
gnalamplituden erzielbar sind. 

In den Fig. 3, 4, 5 und 7 sind erfindungsgemaB gewon- 
nene Detektorsignale und ihre Bearbeitung dargestellt. Da- 
bei zeigen jeweils die Kurvenverlaufe a die Zeitabhangig- 45 
keit des Detektorsignals (Spannungs- oder Stromverlauf ei- 
nes Photoelementsignals), b die Fourier-Transformierte 
(Amphtude in Abhangigkeit von der Zeit) des Detektorsi- 
gnals gemaB a und c die Autokorrelationsfunktion (relative 
Einheiten in Abhangigkeit von der Zeit) des Detektorsignals 50 
gemaB a. 

Fig. 3 illustriert die Messung an einem gut kontrastierten 
Objekt (kunstlicher dielektrischer Korper). Die tatsachliche 
Rotationsgeschwindigkeit lag bei 2 U/s. Das Detektorsignal 
a unterhegt periodischen Schwankungen, die der Objektro- 55 
tation entsprechen. Die Fourier-Transformierte b liefert eine 
maximale Amphtude bei der Rotationsfrequenz und gerin- 
gere Beitrage bei den hoheren Harmonischen (4 bzw. 6 Hz). 
Die Autokorrelationsfunktion c, die eine Faltung des Detek- 
torsignals a mit sich selbst unter Einbeziehung einer vorbe- 60 
stimmten Verzogerungszeit darstellt, besitzt entsprechende 
Maxima bei den Vielfachen der Periodendauer. Die Signal- 
analysen b bzw. c hefern Werte fur die Periodendauer von T 
= 0.502 s bzw. T = 0.501 s. Die Abweichung Hegt somit un- 
terhalb von 2% in Bezug auf den erwarteten Wert 0.5 s. 65 
Diese hohe Genauigkeit der Bewegungserfassung sicllt ei- 
nen entscheidenden Vorteil dar. 

Die Fig. 4 und 5 zeigen entsprechende Messungen an ei- 



nem Lymphozyten (Durchmesser 15 um) bzw. einem Pol- 
lenkom von Corylus Avellana. 

Es ist erfindungsgemaB moglich, ausschheBhch die Fou- 
rieranalyse oder ausschlieBlich die Autokorrelationsanalyse 
durchzufuhren. Zur Erhohung der Mefigenauigkeit wird je- 
doch eine {Combination von beiden analytischen Verfahren 
bevorzugt. 

Falls das Detektormittel mehrere Photoelemente umfaBt, 
die jeweils einen anderen Teilbereich des beobachteten Ob- 
jekts aufhehmen, kann zusatzlich zur Erfassung der Peri- 
odendauer auch die Bewegungsrichtung ermittelt werden. 
Hierzu werden eine erste und eine zweite Autokorrelations- 
analyse entsprechend fur die ersten und zweiten Photoele- 
mente durchgefuhrt und die Phasenverschiebung zwischen 
den Autokorrelationssignalen erfaBt. Das Photoelement mit 
dem voranlaufenden Autokorrelationssignal hegt dabei in 
Bewegungsrichtung vor dem anderen Photoelement. 

Wie in Bezug auf die Rotation beschrieben, kann analog 
die Periodendauer und Auslenkung bei translatorischen Os- 
zilationen erfaBt werden. 

Fig. 6 zeigt ein Beispiel einer automatischen Spektrener- 
fassung (durchgezogene Line 61) im Vergleich mit einer dis- 
kreten, visuellen Beobachtung (gepunktete Lime 62) mit ei- 
ner Stoppuhr-Zeitmessung. Das Rotationsspektrum einer le- 
benden Zelle (Rotation = Im (fcm) = Imaginarteil des Clau- 
si us-Mo sotti-Faktors als Funktion des Logarithmus der 
Feldfrequenz zeigt die Anwendbarkeit der Erfindung iiber 
einen weiten Frequenzbereich und eine gute Ubereinstim- 
mung der visuellen Beobachtung. 

Fig. 7 illustriert eine weitere Messung an einem kunstli- 
chen dielektrischen Korper. Das Detektorsignal a wurde mit 
einem Photoelement auf der Monitorflache erfaBt. Das Ob- 
jekt wurde mit einer im Vergleich zu Fig. 3 wesentlich hohe- 
ren Geschwindigkeit gedreht. Die tatsachliche Rotationsge- 
schwindigkeit lag bei rd. 12.8 U/s, was einer Bewegungspe- 
riode von T von rd. 0.07825 s entspricht. Das Signal des 
Photcelements wurde wahrend einer MeBzeit von 20 s mit 
einer MeBfrequenz von 171 Messungen/s aufgenommen. 
Die Fourier-Transformierte b ergibt eine Periodendauer 
Tfft = 0.078245 s, was einem relativen Fehler gegeniiber 
der tatsachlichen Drehgeschwindigkeit unterhalb von 0.01% 
entspricht. Dem Spektrenverlauf b ist ferner die Bildwieder- 
holfrequenz des Monitors (60 Hz) entnehmbar. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht in der Kom- 
binierbarkeit der Bewegungserfassung mit anderen Auto- 
korrelationsmessungen. So besteht eine bevorzugte Verwen- 
dung der Erfindung in der Kombination mit optischen Auto- 
korrelationsmessungen, insbesondere mit der Fluoreszenz- 
Korrelations-Spektroskopie (FCS). Hierzu zahlen beispiels- 
weise FCS-MeBanordnungen mit einer confokal angeordne- 
ten Lochblende (WO 94/16313), mit einer laserinduzierten 
Zwei-Photonen-FCS (EP-A 0 762 114, US-A-5 034 613) 
oder mit einer nahfeldmikroskopischen Anordnung, mit der 
stoffspezifische Parameter eines oder mehrerer Molekiile 
mittels Korrelationsspektroskopie ermittelt werden (WO 
96/13744). 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Bewegungserfassung an sich zumin- 
dest zeitweilig periodisch bewegenden Objekten, bei 
dem eine Objektabbildung mit mindestens einem De- 
tektormittel erfaBt wird, dessen Detektorsignal iiber 
den Zeitraum einer Mehrzahl von Bewegungsperioden 
des Objekts aufgenommen und einer Fourier- Analyse 
und/oder einer Korrelationsanalyse unterzogen wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , bei dem zur Objekt- 
abbildung das zu beobachtende Objekt mit einem opti- 
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schen System auf das Detektormittel abgebildet wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem die Abbil- 
dung derart erfolgt, daB das Detektormittel einen Teil- 
bereich des Objekts erfaBt. , 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3, bei dem der Teilbe- 5 
reich weniger als 50% der abgebildeten Objektoberfla- 
che umfaBt 

5. Verfahren gemaB einem der yorhergehenden An- 
spriiche, bei dem die Objektabbildung unter Verwen- 
dung eines Mikroskops, eines Videosystems und eines 10 
Anzeigemonitors erfolgt, wobei das Detektormittel 
mindestens ein Photoelement umfaSt/das auf der Bild- 
schirmflache des Monitors in einem Teilbereich des ab- 
gebildeten Objekts angebracht wird. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 5, bei dem mindestens 15 
zwei Photoelemente mit Abstand im Bereich des abge- 
bildeten Objekts vorgesehen sind und die Phasenver- 
schiebung zwischen den Korrelationssignalen erfaBt 
wird, die aus den Detektorsignalen der Photoelemente 
ermittelt sind. 20 

7. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, bei 
dem zur Objektabbildung ein Teilbereich des Objekts 
auf ein Detektormittel abgebildet wird, das im Strah- 
lengang eines Mikroskops vorgesehen ist. 

8. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 25 
spruche, bei dem die beobachteten Objekte suspen- 
dierte Mikropartikel in elektrischen Hochfrequenz- 
Feldkafigen sind. 

9. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei - dem simultan zur Bcwegungserfassung 30 - . - 
eine korrelationsspektroskopische Messung erfolgt. 

10. Vorrichtung zur Bewegungserfassung an sich peri- 
odisch bewegenden Objekten, die Abbildungsmittel 
zur Abbildung eines Objektes, Detektormittel zur Er- 
fassung der Objektabbildung und Signalbearbeitung- 35 
und Rechenmittel zur Bearbeitung der Signale des De- 
tektormittel s mit einer Fourieranalyse und/oder einer 
Korrelationsanalyse umfaBt. 

11. Vorrichtung gemaB Anspruch 10, bei der die Ab- 
bildungsmittel ein I^chtmikroskop, ein Videosystem 40 
und einen Monitor umfassen, auf dessen Bildschirmfla- 
che das Detektormittel angebracht ist, das aus minde- 
stens einem Photoelement besteht. 

12. Vorrichtung gemaB Anspruch 10, bei dem die Ab- 
bildungsmittel ein lichtmikroskop umfassen, in dessen 45 
Strahlengang das Detektormittel angebracht ist. 

13. Vorrichtung gemaB Anspruch 11 oder 12, bei dem 
das Detektormittel dazu eingerichtet ist, einen Teilbe- 
reich des Objektes zu erfassen und ein Detektorsignal 
bereitzustellen, dessen Zeitabhangigkeit charakteri- 50 
stisch fur die Zeitabhangigkeit der Objektbewegung 
ist. 

14. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 10 bis 

13, die eine Mikroelektrodenanordnung enthalt, die zur 
Manipulierung mikroskopischer kleiner Objekte unter 55 
Wirkung von Hochfrequenzfeldern und zur optisch-mi- 
Icroskopischen Beobachtung eingerichtet ist. 

15. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 10 bis 

14, die eine MeBanordnung zur Fluoreszenz-Korrelati- 
onsspektroskopie enthalt. 60 
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